骨髓增生异常综合征（MDS）是一组异质性克隆性疾病，其发生和演变是一个多步骤累及多基因的病理过程[@b1]。最近，Yoshida等[@b2]利用全外显子测序方法发现RNA剪接体复合物蛋白编码基因突变在MDS中很常见，包括：SF3B1、U2AF1及SRSF2。这些基因突变发生在MDS、慢性粒-单核细胞白血病（CMML）和MDS转化的急性髓系白血病（AML）中。本文我们回顾性分析118例MDS及相关疾病患者中SF3B1、SRSF2、U2AF1突变情况，探讨该突变在MDS及相关疾病中的临床意义。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例

以2013年11月至2016年3月我院就诊的118例MDS及相关疾病患者为研究对象，MDS及相关疾病诊断及分型参照文献[@b3]及WHO 2008分类标准，其中难治性贫血（RA）4例，难治性贫血伴环状铁粒幼红细胞（RARS）11例，难治性血细胞减少伴有多系发育异常（RCMD）39例，难治性贫血伴有原始细胞增多-1（RAEB-1）33例，RAEB-2 18例，MDS-未分类（MDS-U）2例，MDS伴单纯5q−2例，CMML1例，MDS转化的AML 8例。所有患者均有SF3B1（K700E）突变分析结果，107例患者有SRSF2（P95）突变分析结果，105例患者有U2AF1（S34、Q157P）突变分析结果。

二、染色体核型分析

取患者骨髓，按24 h全骨髓细胞培养法制备染色体标本，G或R显带，根据《细胞遗传学国际命名体制（ISCN2009）》进行核型分析。

三、基因检测

1．样品制备：取MDS及相关疾病患者骨髓液，Ficoll淋巴细胞分离液分离骨髓单个核细胞，用DNA提取试剂盒（德国QIAGEN公司产品）提取基因组DNA，取50 ng DNA进行PCR扩增。

2． PCR扩增：引物序列（不携带荧光标志）：SF3B1（K700E）引物正向序列：5′-TTGGGGC-ATAGTTAAAACCTG-3′，反向序列：5′-CCAGTTTACATTAACAAATCTGGAA-3′，扩增片段长度为456 bp；U2AF1（S34）引物正向序列：5′-TGCTGCTGACATATTCCATGT-3′，反向序列：5′-AGTCGATCACCTGCCTCACT-3′，扩增片段长度为323 bp；U2AF1（Q157P）引物正向序列：5′-ATTAAAGCGTGGATGGCAAG-3′，反向序列：5′-TCCAAAGAGGACATTTGGAT-3′，扩增片段长度为524 bp；SRSF2（P95）引物正向序列：5′-CAAGGTGGACAACCTGACCT-3′，反向序列：5′-AGACGCCATTTC-CCCAGT-3′，扩增片段长度为551 bp。均由苏州金唯智生物科技有限公司合成。PCR体系：反应的总体积20 µl，其中2×PCR Mix\[天根生化科技（北京）有限公司\]8.5 µl，DNA模板50 ng，上下游引物（10 µmol/L）各0.3 µl，ddH~2~O补齐。PCR条件：95 °C预变性5 min；95 °C变性30 s，56 °C退火30 s，72 °C延伸30 s，35个循环；72 °C延伸5 min。

3．测序分析基因突变：扩增产物经纯化后，分别利用上游引物在ABI 3730基因分析仪上完成测序工作。利用Sequence Analysis软件进行序列分析，测序结果与美国国家生物技术信息中心（NCBI）基因库序列进行比对。

四、统计学处理

应用SPSS 19.0软件进行统计学分析。突变组与未突变组定量资料的比较采用Mann-Whitney *U*检验，分类资料比较采用卡方检验、Fisher确切概率法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、一般临床特征

118例MDS及相关疾病患者中，男76例，女42例，中位年龄53.5（13\~84）岁。初诊时WBC中位数为2.76（0.84\~62.15）×10^9^/L，HGB中位数为77（34\~144）g/L，PLT中位数为70（6\~1 561）×10^9^/L，ANC中位数为1.34（0.01\~7.75）×10^9^/L。骨髓原始细胞比例中位数为0.015（0\~0.268），环形铁粒幼红细胞（RS）比例中位数为0（0\~64%）。114例患者有染色体核型分析结果，其中预后好63例、预后中等32例、预后差19例。57例患者可评估国际预后积分系统（IPSS）分类，其中低危8例、中危-1 31例、中危-2 13例、高危5例，将低危/中危-1合并为相对低危组，将中危-2/高危合并为相对高危组进行分析。

二、基因突变分析

1．SF3B1突变：全部118例患者均进行SF3B1（K700E）基因突变分析，突变23例，其中22例为MDS，1例为MDS转化的AML，突变率为19.49%。在突变的22例MDS患者中，14例RS≥15%，其中RARS 7例、RCMD 6例、RA 1例。比较SF3B1（K700E）突变组和未突变组患者的临床指标，结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。与未突变组相比，突变组患者年龄偏大\[58（32\~78）岁对51（13\~84）岁，*z*=−1.981，*P*=0.048\]、PLT偏高\[121（22\~888）×10^9^/L对59（6\~1 561）× 10^9^/L，*z*=−3.305，*P*=0.001\]、骨髓原始细胞比例偏低\[0.007（0\~0.122）对0.017（0\~0.268），*z*=−2.885，*P*=0.004\] RS比例偏高\[0（0\~64）%对0（0\~58）%，*z*=−4.664，*P*\<0.001\]，HGB偏低\[63（40\~95）g/L对77（34\~144）g/L，*z*=−3.192，*P*=0.001\]。突变组与未突变组MDS亚型构成比差异有统计学意义，在MDS各亚型中，11例RARS患者中9例发生突变，RCMD的突变率为23.68%（38例中9例），RAEB-1的突变率为3.03%（33例中1例）。而性别、初诊时WBC、初诊时ANC、染色体核型、IPSS分类差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。

###### 骨髓增生异常综合征（MDS）及相关疾病患者SF3B1（K700E）基因突变组与未突变组临床特征比较

  临床特征                               突变组（23例）       未突变组（95例）      *z*值/*χ*^2^值   *P*值
  -------------------------------------- -------------------- --------------------- ---------------- ---------
  性别（例数，男/女）                    13/10                63/32                                  0.468
  年龄［岁，*M*（范围）］                58（32\~78）         51（13\~84）          −1.981           0.048
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］           3.09（0.84\~5.26）   2.69（1.01\~62.15）   −0.517           0.605
  HGB［g/L，*M*（范围）］                63（40\~95）         77（34\~144）         −3.192           0.001
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］           121（22\~888）       59（6\~1 561）        −3.305           0.001
  ANC［×10^9^/L，*M*（范围）］           1.34（0.01\~3.28）   1.34（0.08\~7.75）    −1.407           0.159
  骨髓原始细胞比例［*M*（范围）］        0.007（0\~0.122）    0.017（0\~0.268）     −2.885           0.004
  RS比例［*M*（范围）］                  0（0\~64%）          0（0\~58%）           −4.664           \<0.001
  MDS亚型［阳性例数/总例数（%）］                                                   31.611           \<0.001
   RA                                    2/22（9.09）         2/87（2.30）                           
   RARS                                  9/22（40.91）        2/87（2.30）                           
   RCMD                                  9/22（40.91）        30/87（34.48）                         
   RAEB-1                                1/22（4.54）         32/87（36.78）                         
   RAEB-2                                1/22（4.54）         17/87（19.54）                         
   MDS-未分类                            0                    2/87（2.30）                           
   MDS伴单纯5q−                          0                    2/87（2.30）                           
  染色体核型［阳性例数/检测例数（%）］                                              0.064            0.800
   预后好                                11/21（52.38）       51/92（55.43）                         
   预后中等/预后差                       10/21（47.62）       41/92（44.57）                         
  IPSS分类［阳性例数/总例数（%）］                                                                   0.473
   低危/中危-1                           9/11（81.82）        30/46（65.22）                         
   中危-2/高危                           2/11（18.18）        16/46（34.78）                         

注：RS：环形铁粒幼红细胞；RA：难治性贫血；RARS：难治性贫血伴有环形铁粒幼红细胞；RCMD：难治性血细胞减少伴有多系发育异常；RAEB：难治性贫血伴有原始细胞增多；IPSS：国际预后积分系统

2．U2AF1突变：105例患者进行U2AF1（S34、Q157P）基因突变分析（[表2](#t02){ref-type="table"}），其中突变23例，突变率为21.90%。其中S34F突变11例，S34Y突变10例，Q157P突变2例。比较U2AF1（S34、Q157P）突变组和未突变组患者的临床特征，初诊时WBC、PLT和ANC水平分别为3.79（1.10\~62.15）×10^9^/L对2.76（0.84\~25.45）×10^9^/L（*z*=−1.950，*P*=0.051）、51（11\~234）×10^9^/L对73（6\~888）×10^9^/L（*z*=−1.904，*P*=0.057）及1.34（0.40\~4.08）×10^9^/L对1.31（0.01\~7.75）×10^9^/L（*z*=−1.912，*P*=0.056）。突变组与未突变组MDS亚型构成比差异无统计学意义，在MDS各亚型中，RCMD与RAEB-1的突变率分别为17.65%（34例中6例）、24.18%（29例中7例）。初诊时HGB、骨髓原始细胞比例、RS比例、性别、染色体核型、IPSS分类组间差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。

###### 骨髓增生异常综合征（MDS）及相关疾病患者U2AF1（S34、Q157P）基因突变组与未突变组临床特征比较

  临床特征                               突变组（23例）          未突变组（82例）      *z*值/χ^2^值   *P*值
  -------------------------------------- ----------------------- --------------------- -------------- -------
  性别（例数，男/女）                    18/5                    52/30                 1.176          0.278
  年龄［岁，*M*（范围）］                46（21\~70）            56.5（13\~84）        −1.659         0.097
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］           3.79（1.10\~62.15）     2.76（0.84\~25.45）   −1.950         0.051
  HGB［g/L，*M*（范围）］                77（52\~112）           77（34\~144）         −0.775         0.438
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］           51（11\~234）           73（6\~888）          −1.904         0.057
  ANC［×10^9^/L，*M*（范围）］           1.34（0.40\~4.08）      1.31（0.01\~7.75）    −1.912         0.056
  骨髓原始细胞比例［*M*（范围）］        0.021（0.001\~0.170）   0.015（0\~0.268）     −0.442         0.659
  RS比例［*M*（范围）］                  0（0\~25%）             0（0\~64%）           −0.164         0.870
  MDS亚型［阳性例数/总例数（%）］                                                      4.643          0.543
   RA                                    1/22（4.55）            3/74（4.05）                         
   RARS                                  1/22（4.55）            8/74（10.82）                        
   RCMD                                  6/22（27.26）           28/74（37.84）                       
   RAEB-1                                7/22（31.82）           22/74（29.73）                       
   RAEB-2                                7/22（31.82）           10/74（13.51）                       
   MDS-未分类                            0                       1/74（1.35）                         
   MDS伴单纯5q−                          0                       2/74（2.70）                         
  染色体核型［阳性例数/检测例数（%）］                                                                0.628
   预后好                                10/21（47.62）          45/82（54.88）                       
   预后中等/预后差                       11/21（52.38）          37/82（45.12）                       
  IPSS分类［阳性例数/总例数（%）］                                                                    1.000
   低危/中危-1                           9/14（64.29）           26/39（66.67）                       
   中危-2/高危                           5/14（35.71）           13/39（33.33）                       

注：RS：环形铁粒幼红细胞；RA：难治性贫血；RARS：难治性贫血伴有环形铁粒幼红细胞；RCMD：难治性血细胞减少伴有多系发育异常；RAEB：难治性贫血伴有原始细胞增多；IPSS：国际预后积分系统

3．SRSF2突变：107例患者进行SRSF2（P95）基因突变分析，突变8例，突变率为7.48%。8例SRSF2（P95）突变患者临床特征见[表3](#t03){ref-type="table"}，男6例，女2例，中位年龄63（50\~84）岁。RAEB-1 4例，突变率为14.29%（28例中4例）；MDS转化的AML 3例；RCMD 1例。其中SRSF2（P95H）突变6例，P95R突变1例，P95_R102del 1例。

###### 8例SRSF2（P95）基因突变的骨髓增生异常综合征（MDS）及相关疾病患者临床特征

  例号   性别   年龄（岁）   突变类型      临床诊断   WBC（×10^9^/L）   PLT（×10^9^/L）   ANC（×10^9^/L）   HGB（g/L）   环形铁粒幼红细胞比例（%）   骨髓原始细胞比例   染色体核型                                            IPSS分类
  ------ ------ ------------ ------------- ---------- ----------------- ----------------- ----------------- ------------ --------------------------- ------------------ ----------------------------------------------------- ----------
  1      男     84           P95_R102del   RAEB-1     3.21              291               −                 71           14                          0.023              47,XY,+21\[10\]/46,XY\[10\]                           −
  2      男     66           P95H          RAEB-1     2.52              39                0.71              94           −                           0.023              46,XY\[20\]                                           中危-1
  3      女     57           P95H          RCMD       1.71              83                −                 70           −                           0.024              46,XX\[20\]                                           −
  4      女     50           P95H          RAEB-1     3.20              22                0.69              75           −                           0.094              43--46,X,−X,−?12,−15,−16,−17,−20,+1-2mar,inc［cp1］   中危-2
  5      男     81           P95H          RAEB-1     −                 −                 −                 −            −                           0.027              46,XY\[20\]                                           −
  6      男     60           P95H          AML^a^     1.22              44                0.20              85           −                           0.207              46,XY\[12\]                                           高危
  7      男     69           P95R          AML^a^     3.31              72                0.91              89           10                          0.268              46,XY\[20\]                                           高危
  8      男     76           P95H          AML^a^     3.87              888               0.01              61           64                          0.002              47,XY,+8\[3\]/46,XY\[17\]                             中危-1

注：−：缺失；RAEB：难治性贫血伴有原始细胞增多；RCMD：难治性血细胞减少伴有多系发育异常；IPSS：国际预后积分系统；AML：急性髓系白血病。^a^为MDS转化的AML

4．多重突变分析：1例MDS转化的AML患者同时出现SF3B1（K700E）和SRSF2（P95H）突变，染色体核型为预后中等，IPSS分类为中危-1。2例患者同时出现SF3B1（K700E）和U2AF1（S34Y）突变，分别诊断为RCMD和RAEB-2，染色体核型均为预后差，IPSS分类1例为高危、1例为中危-2。

讨论 {#s3}
====

SF3B1突变常发生在特异的含有高计数环形铁粒幼红细胞（high-count ring siderblasts, HC-RS）（\>15%）的MDS亚型中，如RARS和RCMD[@b6]--[@b9]。本组病例中，SF3B1（K700E）突变23例，其中14例发生在含有HC-RS的MDS亚型中（RARS 7例、RCMD 6例、RA 1例），尚有7例未检测RS。在RARS、伴随RS的RCMD中SF3B1突变率分别为64%\~85%、57%\~76%[@b2],[@b6],[@b10]--[@b13]。本组资料中RARS亚型的SF3B1突变率为81.82%，与文献报道一致。本研究中，仅1例MDS转化的AML患者发生SF3B1突变。此外，我们发现1例RA亦有SF3B1（K700E）突变，尚未见相关文献报道。

相关文献显示，SF3B1突变可作为总生存较好及AML转化的危险度较低的独立预测指标[@b6],[@b9],[@b11],[@b14]--[@b15]。本研究我们未对MDS患者预后进行分析。

目前，已报道的U2AF1突变有11个，包括9个错义突变（A26V、S34F/Y、R35L、R156H/Q、Q157P/R及G213A）和2个移码突变（Q157和E159）[@b4],[@b16]--[@b21]。大部分突变都发生在U2AF1的两个锌指区，S34和Q157最为常见。本组病例中U2AF1的突变率为21.90%，高于文献[@b22]报道的11%。U2AF1突变对患者预后意义尚不明确[@b4],[@b22]。

SRSF2突变患者年龄偏高，与文献报道一致[@b23]，有研究表明其可作为预后不良的独立影响因素[@b4],[@b22]。Thol等[@b4]报道SRSF2突变患者进展为AML的比例显著高于非突变组，本组8例SRSF2突变患者中有3例为MDS进展的AML，从一定程度印证了该结论。

RNA剪接体复合物蛋白编码基因突变具有排他性，一般在同一患者标本中只出现一种突变，提示其可能具有相同/替代作用的MDS致病机制；或者在同一细胞内同时突变时细胞不能耐受。然而Thol等[@b4]在193例MDS患者中检出4例SF3B1和SRSF2基因同时突变，突变率为2.07%。本组中1例MDS转化的AML患者SF3B1和SRSF2同时突变。Wu等[@b5]分析中国304例MDS患者，亦检测到1例ASXL1、SF3B1和U2AF1同时突变。其原因可能是该细胞的耐受性较好或患者体内有其他基因抵消了部分基因突变导致的致病性，具体机制尚需进一步探讨。

SF3B1、U2AF1和SRSF2剪接体复合物蛋白编码基因中，仅SF3B1基因突变与环形铁粒幼红细胞增多性贫血密切相关，是该亚型的主要致病基因。三种基因的预后意义有待结合患者的生存资料进一步分析。
